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Vorrichtung und Verfahren zur parallelen, automati- 
sierten Kultivierung von Zellen unter technischen Be- 

dingunqen 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
zur Kultivierung von Zellen, eine Anordnung derarti- 
ger Vorrichtungen, ein hierfiir geeignetes Rtihrorgan 
sowie ein Kulturverf ahren fur Zellen. Derartige Vor- 
richtungen und Verfahren werden zur Kultivierung von 
Zellen im Milliliter-MaBstab benstigt. Diese werden 
besonders fur parallele Ansatze bei der Stamm- bzw. 
Bioprozefientwicklung in der chemischen Industrie, 
z.B. fur die Reaktionsoptimierung bzw. Katalysator- 
optimierung, im Bereich des Umweltschutzes, ftir die 
Optimierung von Abwasserbehandlungen bzw. chemischen 
Oder biologischen Behandlung von Feststoffen bzw. von 
Abluft, oder im Bereich der Lebensmitteltechnologie 
eingesetzt . 



Bislang wurden als Reaktoren zur Kultivierung von 
Zellen in FlUssigkeitssaulen im MillilitermaBstab, 
wie das insbesondere fur Parallelreaktionen zur Er- 
probung bestimmter biotechnologischer Techniken er- 
forderlich ist, SchUttelkolben oder RUhrkessel einge 
setzt . 

Der klassische Parallelreaktor in der Biotechnologie 
ist der SchUttelkolben, mit dem seit dem letzten 
Jahrhundert einfache Satzversuche im Parallelansatz 
manuell durchgefUhrt werden. SchUttelkolben werden 
auf SchUtteltablaren montiert, in Inkubatoren bei 
vorgegebener Temperatur mit einer bestimmten Schttt- 
telfrequenz in eine Rotationsbewegung mit gegebener 
Exzentrizitat versetzt. Durch die Bewegung des Reak- 
tionsgefaBes erfolgt eine Durchmischung der im Reak- 
tionsgefaB enthaltenen Fliissigkeit, in der die bio- 
chemische Reaktion stattfindet. 

tJber Oberflachenbegasung wird der fiir viele biochemi- 
sche Reaktionen notwendige Sauerstoff aus der Gaspha- 
se in die Flussigphase eingetragen. Hohe Sauerstof- 
feintrage sind folglich nur moglich, wenn ein sehr 
groBes Oberf lachen/Volumen Verhaltnis eingestellt 
wird. Das bedeutet, dafl sehr grofie SchUttelkolben (1- 
2 1 Vo lumen) mit sehr wenig Reaktionsmedium {10-20 
ml) bei moglichst grofier Exzentrizitat und SchUttel- 
freguenz (400 rpm) betrieben werden mUssen. Unter- 
diesen Bedingungen werden Sauerstof fubergangskoef f i- 
zienten k L a von bis zu 0.07 s" 1 erreicht. 

Der Leistungseintrag in einen SchUttelkolben- erfolgt 
durch die Reibung der FlUssigkeit an der Innenwand 
des rotierenden ReaktionsgefaBes . Es erfolgt damit 
eine relativ gleichmaBige Energiedissipation. 
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Die Vorteile der Schtittelkolbenkultivierung sind die 
einfache Handhabung und der relativ geringe apparati- 
ve Aufwand. 

Alternativ hierzu konnen auch Riihrkesselreaktoren 
eingesetzt werden. Wesentliche reaktionstechnische 
Unterschiede zwischen dem Reaktionsgefafi Schiittelkol- 
ben und dem Reaktionsgef afi Ruhrkesselreaktor - dem 
klassischen Produktionsreaktor der Biotechnologie - 
sind der geringere Sauerstof f eintrag, das weitaus ge- 
ringere Verhaltnis der maximalen lokalen Energiedis- 
sipation zum mittleren Leistungseintrag und die feh- 
lende Kontrolle wichtiger ProzeJSgrofien (wie bei- 
spielsweise pH oder P 02 ) . Dies fuhrt dazu, dafi Reak- 
tionsverlaufe in den meisten Fallen nicht direkt vom 
Reaktionssystem Schtittelkolben in das Reaktionssystem 
Rtihrkesselreaktor ubertragen werden k5nnen und damit 
in der Bioprozefientwicklung zusatzliche personal- und 
zeitintensive sequentielle Experimente in Laborbiore- 
aktoren erforderlich sind. 

Technische Ansatze dieses Problem zu lfisen, sind die 
Bereitstellung von parallelen RUhrkesseleinheiten mit 
vollstandiger individueller Mefi- und Regeltechnik. 
Kommerziell erhaltlich sind Parallelreaktorsysteme 
mit 4 oder 6 Riihrkesselreaktoren mit einem Volumen 
von bis zu 0,5 1. Die gewonnenen ProzeBdaten sind 
meist gut auf grofiere Riihrkesselreaktoren-. ubertrag- 
bar.Der Kapital-, Personal- und Zeitaufwand wird je- 
doch aufierordentlich hoch, wenn mehrere dieser Paral- 
lelreaktoreinheiten zur BioprozeBentwicklung einge- 
setzt werden mtissen. 

Eine neuere Entwicklung ist der Betrieb von paralle- 
len Kleinreaktoren in einem Inkubator mit intermit- 
tierender Substratdosierung und paralleler pH-Kon- 



trolle (DE 197 09 603 Al) . Als parallele Kleinreakto- 
ren werden entweder Blasensaulen oder gertlhrte Saulen 
mit einem Arbeitsvolumen von 200 ml eingesetzt 
(DE 195 29 099 Al) . Damit konnen Sauerstof ftibergangs- 
koef fizienten und volumenspezif ische Leistungseintra- 
ge wie im klassischen Rtihrkesselreaktor erzielt wer- 
den. Die Anzahl paralleler Bioreaktoren ist jedoch 
beschrankt (< 16) . Eine weitere Parallelisierung ist 
auf Basis dieser Technologieplattform praktisch nicht 
moglich. Zur simultanen Konzentrationsmessung von 
Schltisselkomponenten des Reaktionsmediums (Substrat- 
oder Produktkonzentration) werden parallele Probenah- 
me- und Analysensysteme verwendet (EP 0995 098 Al) . 

Eine weitere, einfache Moglichkeit, noch weitaus mehr 
Reaktoren parallel zu betreiben, ist die Verwendung 
von Mikrotiterplatten in Inkubationsschiittlern zur 
Satz-Kultivierung von Zellen. Mikrotiterplatten mit • 
24, 48, 96 oder mehr Vertiefungen zur Kultivierung 
von Zellen weisen jedoch in noch starkerem MaBe die 
selben reaktionstechnischen Restriktionen wie Schtit- 
telkolben auf. Zusatzlich erweist sich die Verdun- 
stung in diesem MaBstab als problematisch, da der re- 
lative Verdunstungsvolumenstrom bezogen auf das Aus- 
gangsvolumen durch das sehr groBe Oberf lachen/Volu- 
men-Verhaltnis und dem geringen Reaktionsvolumen 

1,5 ml) sehr viel. grqfier ist als beispielsweise im 
S chattel kolben oder Rtihrkesselreaktor. 

Urn eine ztigige Umsetzung neuer biologischer Erkennt- 
nisse in technisch realisierbare und wirtschaf tliche 
Verfahren durchfUhren zu konnen, muB die bisher se- 
quentielle Vorgehensweise mit einfachen Parallelan- 
sStzen im Schtittelkolben und der nachfolgenden Opti- 
mierung der Reaktionsbedingungen im kontrollierten 
Laborrtihrkesselreaktor tiberwunden werden. Dies ist 



nur mGglich, wenn eine mSglichst grolie Zahl von Rtihr- 
kesselreaktoren automatisiert unter technischen,. kon- 
trollierten Reaktionsbedingungen im Parallelansatz 
durchgefiihrt we r den kann.. 

Um eine Parallelisierung von Rtihrkesselreaktoren zu 
ermGglichen, mtissen diese so einfach wie m5glich auf- 
gebaut und moglichst ohne Einbauten zu betreiben 
sein. Ideale Reaktionsgef afle sind beispielsweise ste- 
rilisierbare Reagenzglaser oder Mikrotiterplatten mit 
entsprechend groBen Kavitaten. 

Der Leistungseintrag' kann in diesem Mali stab einfach 
durch Magnetruhrantriebe erfolgen. In technischen 
Ruhrreaktoren wird der Sauerstof f eintrag in das Reak- 
tionsmedium bei Volumenbegasung primSLr durch den Lei- 
stungseintrag des Riihrorgans und sekundar durch die 
Gasleerrohrgeschwindigkeit bestimmt. Eine Primardis- 
pergierung der Gasphase wie sie im klassischen Riihr- 
kesselreaktor tlber einen Gasverteiler am Reaktorboden 
erfolgt, ist in parallel angeordneten Milliliter- 
Rtihrkesselreaktoren jedoch nur sehr aufwendig zu rea- 
lisieren: Die Reaktionsgef alie mufiten mit einer indi- 
viduellen Gaszufuhr und einem Gasverteiler versehen 
werden. Der Gasverteiler mttfite sicherstellen, daB in 
jedem der parallelen Reaktionsgef afie exakt die ge- 
wUnschte Gasleerrohrgeschwindigkeit erzielt wird. 

Bisher ist es nur moglich, entweder eine hohe Zahl 
von einfachen, unkontrollierten Parallelreaktionen 
unter nichttechnischen Bedingungen in Mikrotiterplat- 
ten oder in Schiittelkolben durchzufUhren oder eine 
relativ kleine Anzahl von Bioreaktoren unter kontrol- 
lierten, technischen Bedingungen zu betreiben. 
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Da es erforderlich ist, einen hohen Gaseintrag in die 
Reaktionsgefafie zu erzielen, bietet es sich an, die 
Sterilgaszufuhr von oben in die Gefafce durchzuf tihren . 
Hierzu ware die einfachste sterile Abgrenzung der 
Einsatz eines Sterilf ilters als Abdeckung der einzel- 
nen Reaktoren bzw. einer gesamten Anordnung von Reak- 
toren. Ein solches Sterilfilter mttBte neben der me- 
chanischen Barriere ftir Kontaminanten jedoch eine gu- 
te Gastransporteigenschaft besitzen, um eine Sauer- 
stof f limitlerung in den Reaktionsgef afien zu vermei- 
den. 

Dartiber hinaus stellt der Deckel des Reaktionsgef SBes 
die einzige Moglichkeit zum Eingriff in den Reakti- 
onsablauf dar, beispielsweise zur Zugabe von Sub- 
strat, Titrationsmitteln oder Induktoren wahrend der 
Reaktion, zur Probenentnahme zur Prozefikontrolle oder 
zum Einbringen von MeBsonden. Um diese Eingriff e ste- 
riltechnisch einwandfrei durchfUhren zu kQnnen/ wird 
das Sterilfilter gewohnlich als Septum ausgefuhrt. 
Die Gasdurchlassigkeit von Septen, die meist auf Si- 
liconbasis beruhen, ist jedoch unzureichend, so daB 
beide Funktionen nicht durch ein Material erfUllt 
werden konnen* Problematisch ist es daher, einen ein- 
fachen und gesichert sterilen Zugang zu dem bzw. den 
Reaktionsgef afien zu haben, wobei dieser Zugang jedoch 
unter alien UmstSndeh steril sein soil. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine 
Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen in FlUssig- 
keitssaulen im MillilitermaBstab zu schaffen, mit der 
zum einen ein hoher Gas- und Leistungseintrag erzielt 
wird und zum andern einzelne oder auch eine grofie 
Zahl von derartigen Vorrichtungen parallelisiert ef-~ 
fektiv betrieben werden kQnnen. Weiterhin ist es Auf- 
gabe der vorliegenden Erfindung, eine derartige An- 




ordnung paralleler Vorrichtungen zur Verfiigung zu 
stellen sowie ein Rtihrorgan, mit dem der gewtinschte 
hohe Leistungs- und Gaseintrag erzielt werden kann. 
Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es zusatz- 
lich, entsprechende Kulturverf ahren von Zellen in 
FlUssigkeitssaulen im Millilitermafistab zur Verftigung 
zu stellen. 

Diese Aufgabe wird durch die Vorrichtung nach An- 
spruch 1, das Rtihrorgan nach Anspruch 17, die Anord- 
nung nach Anspruch 2 6 sowie das Verf ahren nach An- 
spruch 44 gelost. Vorteilhafte Weiterbildungen der 
jeweiligen Vorrichtung, Anordnung, Rtihrorgan bzw. des 
erfindungsgemafien Verfahrens werden in den jeweiligen 
abhangigen Ansprtlchen gegeben. 

Mit der erfindungsgemafien Losung, ist es moglich, 
einzelne oder auch eine Vielzahl von automatisierten 
Riihrkesselreaktoren, beispielsweise 24,48 oder 96 
oder mehr ROhrkesselreaktoren sowohl ftir die Stamm- 
als auch far die BioprozeBentwicklung zeiteffektiv 
unter technischen Reaktionsbedingungen zu betreiben. 
Damit ist die parallele automatisierte Kultivierung 
von Zellen im MillilitermaiJstab unter individuell 
kontrollierten Reaktionsbedingungen, wie Temperatur, 
Wasserstoffionenaktivitat, Sauerstof f eintrag, Lei- 
stungseintrag sowie Medienzufuhr moglich, so daB Re- 
aktionsveriaufe, wie sie im klassischen Ruhrkessel- 
bioreaktor erzielt werden, im Parallelansatz durch- 
ftlhrbar sind. Unter MillimetermaBstab wird dabei vor- 
teilhafterweise ein Bereich ftir das gertihrte Fltissig- 
keitsvolumen von 0,5 bis 50 ml, vorzugsweise von 1 
bis 30 ml, vorzugsweise von 5 bis 20 ml verstanden. 
Mit Hilf e der erfindungsgemafien Vorrichtung und' des 
erfindungsgemafien Verfahrens ist eine direkte t)ber- 
tragung der so gewonnenen' (fed batch) Prozefiveriauf e 
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aus dem erf indungsgemaflen Milliliter-Mafistab in den 
Liter-Mafistab (und umgekehrt) moglich. Die erfin- 
dungsgemaBen Milliliter-Ruhrreaktoren erlauben eine 
ebenso effiziente Sauerstof fversorgung von Organismen 
in Fltissigkultur wie Rtihrkesselreaktoren gr6Beren 
Maflstabs mit Volumenbegasung. 

Bei Einsatz der erf indungsgemaBen Rtihrkesselreaktoren 
.ist eine Parallelisierung von einer grofien Zahl von 
Bioreaktoren in einem Bioreaktorblock mSglich, wobei 
deren Betrieb erstmaiig durch Einsatz von Laborrobot- 
tern, beispielsweise Pipettier-Robotern und derglei- 
chen automatisierbar ist und so ein effizienter, in- 
dividuell kontrollierter Parallelbetrieb ermOglicht 
wird. Erst die erf indungsgemaBe Vorrichtung und auch 
die erf indungsgemaBe Abdeckung ermoglichen die Ver- 
wendung eines Laborroboters und damit einen Quanten- 
sprung in der Gewinnung relevanter ProzeBdaten. 

Werden die Laborroboter mit geeigneten Screening und 
Optimierroutinen betrleben, so kann eine Prozefiopti- 
mierung, beispielsweise bezuglich der Medienzusammen- 
setzung, der Induktionsverf ahren und der Dosierpro- 
file, systematisch und mit hoher Zeitef f izienz er- 
zielt werden. Die vollstandige Digitalisierung der 
parallelen ProzeBentwicklung ermoglicht weiterhin ei- 
ne neuartige Datentransparenz und Datenverfiigbarkeit , 

Da die Volumina der Rtihrkesselreaktoren, mit denen 
dennoch eine aussagekraf tige Information tiber den je- 
weiligen ProzeBverlauf gewonnen werden kann, nunmehr 
stark minimiert werden kSnnen, beispielsweise statt 
500 ml lediglich noch 5 ml, kann bei gleichem Gesamt 
volumen durch Einsatz von lOOx mehr Reaktionsgef aBen 
ein Vielf aches an Information gewonnen bzw. bei glei 
cher Informatiorismenge der Zeitaufwand durch die rea 



liesierte Automat is ierung minimiert werden. Bei Ein- 
satz geeigneter Versuchsplanungs-Algorithmen kann da- 
mit ein Quantensprung in der Effektivitat der Biopro- 
zefientwicklung ermoglicht werden. 

Die vorliegende Erfindung beruht entscheidend darauf , 
dafi erkannt wurde, dafi der Gaseintrag von der Ober- 
flache der FlUssigkeitssaule in die FlUssigkeitssaule 
in einem RUhrkesselreaktor dadurch verbessert wird, 
dafi entweder der Behalter und/oder das Rtihrorgan der- 
art ausgebildet werden, dafi die StrSmungsgeschwindig- 
keit sich langs einer Stromlinie oder Bahnlinie, die 
beim Rtihrkesselreaktor im Kreis verlauft, sich langs 
der Stromlinie bzw. Bahnlinie ortlich und/oder zeit- 
lich andert. Dies fuhrt zu einem raumlich und/oder 
zeitlich pulsierenden Bernoulli-Ef f ekt . Dies kann 
beispielsweise in einer zum Boden des RUhrkesselreak- 
tors (Behaiters) .gerichtete FSrderung der Kultursus- 
pension fUhren, welche zu intensiven Eintrag von . 
Glasblasen fUhrt. Als Stromlinien werden dabei Linien 
in der Stromung bezeichnet, deren Richtung in jedem 
Rammpunkt mit der Richtung des Geschwindigkeitsvek- 
tors tibereinstimmt . Als Bahnlinie werden Linien be- 
zeichnet, die von den FlUssigkeitsteilchen durchlau- 
fen werden. 

Geeignete Ausgestaltung. des Behaiters (Rtihrkesselre- 
aktor) und/oder des RUhrorgans verstarken den oben 
genannten Gaseintrag von der Oberflache in die FlUs- 
sigkeitssaule. 

Zum einen ist es moglich, den Behalter selbst so aus- 
zugestalten, dafi sein Innenvolumen keine rotations- 
symmetrische Form aufweist. Dprt wo der FlUssigkeits- 
strom sich dann verbreitert, befindet sich ein Be- 
reich geringer StrOmungsgeschwindigkeit und damit ho- 



hen Druckes wahrend dort wo die Fltissigkeit zwischen 
dem ROhrorgan und der Behalterwand durchstromt ein 
Bereich hoher StrSmungsgeschwindigkeit und damit • 
niedrigen Druckes vorliegt. Damit ist eine raumlich 
langs des Umfangs des Behaiters variierende Stro- 
mungsgeschwindigkeit bzw. variierender Flilssigkeits- 
druck gegeben. 

Der selbe Effekt wird erzielt, wenn das Rtthrorgan in- 
nerhalb des beliebig Oder auch rotationssymmetrisch 
geformten Behaiters auUermittig bzw. exzentrisch an- 
geordnet wird. In diesem Falle ergeben sich wieder 
Abstande zwischen Rtthrorgan und Wand des Behaiters , 
die langs des Umfangs des Behaiters variieren und da- 
durch unterschiedliche Stromungsgeschwindigkeiten und 
Druckverhaltnisse induzieren. 

Eine weitere Moglichkeit urn diesen pulsierenden Ber- 
noulli-Ef fekt zu erzielen, ist es, langs des Umfangs 
des Behaiters Stromungsbrecher anzuordnen. Unter 
Stromungsbecher werden dabei Elemente verstanden, die 
sich in der Stromung der gerUhrten Fltissigkeit befin- 
den und so fur diese einen Stromungswiderstand dar- 
stellen. Stromungsbrecher ftihren zu einer Verengung 
des Stromungsquerschnitts . Da der Abstand zwischen 
Rtlhrer und Wand des Gefafies -grofler ist als zwischen 
RUhrer und Stromungsbrecher, bilden sich zwischen 
Rtihrer und Stromungsbrecher wieder Bereiche hoher . 
Stromungsgeschwindigkeit und zwischen Rtihrer und 
freien Wandbereichen Bereiche geringer . Stromungsge- 
schwindigkeit aus. Der Stromungsbrecher muB dabei 
nicht in der Drehebene des RUhrorgans angeordnet 
sein,- sondern kann unterhalb, in der Drehebene oder 
auch bzw. zusatzlich auch oberhalb der Drehebene des 
ROhrorgans angeordnet sein. In all diesen Fallen er- 
gibt sich ein pulsierender Bernoulli-Ef f ekt . Die 
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Stromungsbrecher konnen vorteilhaf terweise einsttickig 
mit der Lagerung des Rtihrorgans oder einstiickig mit 
dem Behalter ausgebildet sein, beispielsweise im 
Sprit zguBverf ahr en. 

Die Spaltabstande sollen dabei so gewahlt werden, dafi 
sich ein ausreichender pulsierender Bernoulli-Ef f ekt 
ergibt, jedoch die Scherkrafte nicht so grofi werden, 
dafl die in der Suspension enthaltenen Zellen zerstart 
werden. Spaltabstande > "0,05 mm, vorzugsweise > 
0,1 mm und/oder < 20 mm, vorzugsweise < 3 mm sind 
hierftir besonders geeignet. Als Behalter sind klassi- 
sche Rtihrkolben, Reagenzgiaser oder auch die Kavita- 
ten einer Mikrotiterplatte oder einer speziell gefer- 
tigten Platte gleicher Kavitatenanordnung mit adaqua- 
ten Durchmessern geeignet. 

Eine weitere Moglichkeit einen pulsierenden Bernoul- 
li-Ef fekt zu erzeugen besteht darin, das Rtihrorgan 
geeignet auszubilden. Hierzu wird in das Rtihrorgan 
eine Bohrung eingebracht, die von der Unterseite des 
Riihrorgans sich zu einer Seitenwand* bzw. zur Obersei- 
te des Ruhrorgans erstreckt. Vorteilhaf terweise ver- 
lauft die Bohrung unter einem Winkel a mit 0° £ a 
< 90° zur Dreh- bzw. Mittelachse des Ruhrorgans, wo- 
bei sich dieser Winkel nach oben affnet. 

Vorteilhaft k6nnen auch weitere Durchgangskanale mit 
einer entsprechenden Offnung nach'unten von der Ober- 
seite des Riihrorgans sich zu dessen Seitenwand bzw. 
Unterseite erstrecken. 

Diese KanSle konnen auch nur teilweise durch das 
Rtihrorgan unter dem Winkel a verlaufen und dann auf 
einen beztiglich der auf der Drehachse senkrecht ste- 
henden Ebene in dieser Ebene oder unter einem Winkel 
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< 90° nach oben oder unten zu dieser Ebene verkntlpft 
verlaufenden weiteren Kanal stoBen und in diesen ein- 
miinden, der seinerseits an der seitlichen AuBenwand 
des RUhrorgans mit einer Offnung endet. 

Durch derartige Bohrungen wird ebenfalls eine Stro- 
mung vom Boden des Behalters zur Seitenwand des 
ROhrorgans induziert, die zu einem veranderten Druck 
an den von der Drehachse abgewandten Offnung der Boh- 
rungen bzw. Kanale ftihrt und so einen pulsierenden 
Bernoulli-Ef f ekt induziert . 

Vorteilhafterweise weisen die Gefafie einen VerschluB* 
bzw. Abdeckung auf, die das GefaB bzw. eine Anordnung 
von Gefafien steril abdeckt. In diese Verschlttsse kon- 
nen zum einen Gasverteilerstrukturen zur Zufuhr von 
Sterilgas eingebracht sein. Der VerschluB kann hierzu 
beispielsweise aus einer Doppelbodenplatte bestehen, 
wobei die Gasverteilerstruktur im Zwischenraum zwi- 
schen den beiden Platten der Doppelbodenplatte ange- 
ordnet sind. Der VerschluB kann auch aus einer oder 
mehreren Platten bestehen, wobei die Gasverteiler- 
strukturen an der Unterseite der untersten Platte an- 
geordnet sind. 

Vorteilhafterweise werden die Gasverteilerstrukturen 
derart ahgelegt, dafl ausgehend von einer zentralen 
Gaszufuhr einzelne Kanale als Abzweigungen zu den je- 
weiligen Behaltern fahren. Vorteilhafterweise werden 
die Kanale dabei so geftihrt, dafl sie sowohl gleiche 
Querschnitte, gleiche Lange als auch die gleiche An- 
zahl von Biegungen oder Knicken auf weisen. Dadurch 
wird ein gleichmafiiger Gasdruck auf samtlichen Behal- 
tern bewirkt. Dabei konnen entweder lediglich die Ab- 
zweigungen in gleicher Weise angelegt sein oder auch 
das gesaiute System. 
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Weiterhin weist der VerschluB vorteilhaf terweise far 
jeden einzelnen Behalter eine Offnung auf, die nach 
auBen von dem Behalter zugefiihrtem Sterilgas durch- 
stromt wird. Diese Offnung kann beispielsweise ein 
RShrchen sein, durch das eine Kantile oder jede andere 
langliche Probenentnahme- oder Sensoreinheit einge- 
ftihrt werden kann. Da dies dann im Gegenstrom er- 
folgt, ist es lediglich erf orderlich, die jeweils 
eingebrachte Einheit zuvor zu sterilisieren und dann 
durch das RQhrchen in die Suspension einzuftihren, urn 
eine Kontamination des Reaktionsgef aBes zu vermeiden. 

Weiterhin kann der VerschluB Stege aufweisen, die bei 
einer Anordnung von Behaltern die einzelnen Behalter 
voneinander steril isoliert. Ein weiterer Steg, Pro^ 
bebehaiter, der ebenfalls dem jeweiligen Behalter zu- 
geordnet ist, kann so ausgebildet sein, daJ5 er in die 
Suspension eintaucht und dabei. den Einlafi fur das 
Sterilgas von dem oben genannten Auslafi abtrennt. 
Dies fuhrt dazu, daB das Sterilgas zu einem Weg durch 
die Kultursuspension gezwungen wird und dadurch die 
Begasung der Kultursuspension weiter verbessert wird. 

Im folgenden werden Beispiele erf indungsgemaBer Vor- 
richtung, Anordnung von Vorrichtung, RUhrorgane und 
zugehGriger Verfahren beschrieben, 

Es zeigen 

Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Anordnung 
(Bioreaktorblock) von Bioreaktoren; 

Fig. 2 verschiedene Varianten der Anordnung von 

Stromungsbrechern und RUhrorganen in einem 
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Biorektor; 

Fig. 3 die Anordnung eines erf indungsgemafien 

Rtihrorgans und Stromungsbrecher in einem 
Bioreaktor; 

Fign. 4 

bis 6 weitere erf indungsgemafie Vorrichtungen; 

Fig. 7 ein erf indungsgemafie s Riihrorgan; 
Fign. 8 

bis 13 weitere erf indungsgemafie ROhrorgane; 

Fig. 14 eine weitere Anordnung von Bioreaktoren und 
die Struktur des dazugehorigen Verschlus- 
ses; 

Fig. 15 die Struktur eines weiteren Verschlusses; 

Fig. 16 eine Gesamt anordnung mit Pipettier-Roboter; 

Fig. 17 den prinzipiellen Ablauf einer parallelen 
Steuerung einer Bioreaktorenanordnung; 

Fig. 18 maximale Sauerstof ftibergangs-Koef f izienten 

fttr erf indungsgemafie Magnetrtlhrorgane ver- 

schiedenen Typs; 
Fig. 19 Sauerstof ftibergangskoef f izienten ftlr Mag- 

netrilhrorgane verschiedener erf indungsgema- 

fier Typen; 

Fign. 20 

bis 22 die Ergebnisse der Kultivierung von Esche- 
richia coli in erf indungsgemafien RiAhrsyste- 
men verschiedenen Typs; 
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Fig. 23 eine Tabelle der fur die Messungen gemaB 
der Figuren 18 bis 22 verwendeten Ruhrsy- 
steme . 

Im folgenden werden in samtlichen Figuren fur gleiche 
Oder ahnliche Elemente gleiche Oder ahnliche Bezugs- 
zeichen verwendet. 

Fig. 1 zeigt eine erf indungsgemaBe Anordnung von Re- 
aktionsgefafien 9a, 9b als Behalter in einem Modulsy- 
stem 2, das im folgenden insgesamt als Bioreaktor- 
block 1 bezeichnet wird. 

Dieser Bioreaktorblock 1 enthalt bis zu 96 Kavitaten 
bzw. Bohrungen 8a, 8b, wobei diese in verschiedenen 
Formaten angeordnet sein konnen, beispielsweise 4 x 
3, 4x5, 8x3, 8x6 bzw. 8 x 12 Bohrungen. Die 
Durchmesser der Bohrungen 8a, 8b liegen vorteilhaf- 
terweise zwischen 10 und 35 mm. Sie werden so im Bio- 
reaktorblock 1 angeordnet, dafi entsprechend dimensio- 
nierte Kleinstreaktionsgefafie 9a, 9b in diese form- 
schltissig eingebracht werden kdnnen. Der Bioreaktor- 
block 1 ist dabei aus einer Vielzahl von horizontalen 
Schichten 3, 4, 5 aufgebaut, wobei die unterste 
Schicht 3 eine Basisplatte, die daruberliegende 
Schicht 4 einen Mittelteil und die daruberliegende 
Schicht 5 einen Oberteil bildet. Zwischen der Basis- 
platte 3 und dem Mittelteil 4 sind Bohrungen 6a, 6b, 
6c angeordnet, die als Warmetauscher von einem Fluid 
mit geeigneter Temperatur durchstromt werden und so 
den gesamten Bioreaktorblock 1 temperieren. Im Mit- 
telteil 4 sind weiterhin die Bohrungen 8a, 8b umge- 
bend magnetisch induktive Magnet antriebe 7a, 7b ange- 
ordnet wie sie beispielsweise aus der US 4 568 195 



bekannt sind. Das Oberteil 5 enthalt einen seitlich 
Uberstehenden Rand 12 langs der Aufienseite des gesam- 
ten Biorektorblockes 1, in den eine Sterilgaszufuhr 
13 zur Zufuhr von sterilem Gas von aufien in den Bio- 
reaktorblock 1 eingebracht ist. 

Im Innenbereich des Bioreaktorblocks 1 kann auf das 
Oberteil 5 eine Distanzscheibe 11 aufgelegt werden. 
Da das einzelne Riihrgefafi 9a, 9b an seiner Oberseite 
bzw. Oberkante einen ringf Qrmigen Flansch 10a, 10b 
aufweist, sttitzt sich dieser Flansch 10a, 10b auf die 
Distanzscheibe 11. Durch Wahl einer geeignet dicken 
Distanzscheibe 11 kann die Hohe des Reaktorgef afies 
9a, 9b eingestellt werden. Damit ist dann die Ruhrho- 
he eines in dem Gefafi 9a, 9b angeordneten Magnetruh- 
rers 21a, .21b tiber-dem Boden des Reaktionsgef afies 9a, 
9b definiert. In das jeweilige Reaktionsgef aJ5 9a, 9b 
ist an dessen Boden aufliegend ein einsttlckiger Str6- 
mungsbrecher 20a, 20b angeordnet, der an zwei Stellen 
auf der Umfangslinie des Reaktorgef afies 9a, 9b den 
Querschnitt des Reaktorgef afies verengt. Der Stro- 
mungsbrecher 20a, 20b endet mit seiner Oberkante im 
vorliegendeh Beispiel unterhalb der RUhrebene des 
Rtihrorgans 21a, 21b. In anderen Beispielen kann sich 
jedoch der StrSinungsbrecher auch seitlich neben das 
Rtihrorgan erstrecken oder dieses sogar nach oben 
tiberragen. . Es ist auch moglich, dafi die Stromungsbre- 
cher nur oberhalb und/oder in der Rtihrebene des 
Rtihrorgans angeordnet sind. 

Der auf den Bioreaktorblock 1 aufgebrachte Deckel 
bzw. Abdeckung 15 weist Mittelstege 14a, 14b auf, die 
sich bis zu der Distanzscheibe 11 erstrecken und so 
die einzelnen Reaktionsgef afie 9a, 9b als Trennwande 
steril voneinander isolieren. Weiterhin sind Stege 
18a, 18b vorgesehen, die sich bis in den Reaktions- 
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raum 9a, 9b erstrecken und diesen ebenfalls als 
Trennwande in zwei Kompartimente teilen. Zuletzt 
weist der Deckel 15 auch noch je eine Bohrung 16a, 
16b auf, durch die sich jeweils ein Rohrchen 17a, 17b 
erstreckt. Dieses Rohrchen 17a, 17b stellt eine be- 
standig offene Verbindung zwischen der Aufienseite des 
Bioreaktorblocks 1 und jeweils einem der Reaktorgefa- 
fie 9a, 9b dar. 

Wird nun eine Kultursuspension 30a, 30b in die jewel - 
ligen Gefafie 9a, 9b eingebracht, so trennt der Steg 
18a, 18b die Oberflache 19a, 19b der Fltissigkeit 30a, 
30b in zwei voneinander getrennte Bereiche 19a, 19a > 
bzw. 19b, 19b*. Wird nun der Rtihrer 21a bzw. 21b in 
Drehung zer.setzt, so bildet sich eine konvexe Fltis- 
sigkeitsoberflache 19a bzw. 19b aufgrund der Mitdre- 
hung der Fltissigkeit aus . Ftir die Fltissigkeit 30a 
bzw. 30b an der Oberflache 19a * bzw. 19b x ist dieser 
Ef fekt nicht so ausgepragt und hier nicht weiter dar- 
gestellt . 

Wird nun Uber die Sterilgaszufuhr 13 ein Gas auf die 
Oberflache 19a x unter Uberdruck geleitet, so mufi die- 
ses um den Behalter 9a wieder zu verlassen durch den 
linken Schenkel 31a der Fllissigkeitssaule unter dem 
Steg 18a hindurch in den rechten Schenkel 32a der 
Fllissigkeitssaule stromen und von dort das Gef&fi liber 
das R5hrchen 17a wieder verlassen. Da das Rohrchen 
17a auf diese Art und Weise standig von innen nach 
auBen durchstromt wird, ist das Reaktionsgef afl 9a 
steril, obwohl das Rohrchen 17a of fen ist und einen 
bestandig offenen Zugang zu dem Gef&B 9a bildet. Das- 
selbe gilt ftir das ReaktionsgefS.fi 9b entsprechend. 

Vorteilhafterweise konnen nun liber das Rohrchen 17a 
bzw. 17b ohne weiteres Eingriffe in den Reaktionsab- 
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lauf durchgefuhrt werden. Dies bedeutet beispielswei- 
se , dafi tiber das R5hrchen 17a, 17b Substrat oder 
Titrationsmittel oder Induktoren hinzugegeben werden ' 
konnen, dafi Proben entnommen werden konnen oder Mefi- 
sonden, beispielsweise pH-Elektroden in die Fltissig- 
keit 30a bzw. 30b eingeftihrt werden konnen. Das Ein- 
ftihren entsprechender Sonden erfolgt dabei im Gegen- 
strom des ausstrSmenden sterilen Gases, so dafi eine 
Kontamination des Gefafies 9a. bzw. 9b vermieden wird. 

Die Abdeckung 15 realisiert daher eine Sterilabdek- 
kung fur den Bioreaktorblock 1 mit einer zentralen 
Gaseinspeisung 13 uber ein Sterilf ilter . Eine indivi- 
duelle Verteilung des sterilen Gases uber zu den ein- 
zelnen Milliliter-Rtihrreaktoren fuhrende Gasvertei- 
lerstrukturen kann ebenfalls erfolgen. 

Der konvektive Luftstrom durch das RShrchen 17a, 17b, 
verhindert also im Betrieb den Eintrag von Fremdkei- 
men uber die Umgebungsluf t . Das offene Fuhrungsrohr 
17a, 17b ist hier beispielsweise aus Aluminium gefer- 
tigt und ist dadurch auch als Zugang mit sterilen Pi- 
pettenspitzen oder Anstechkanulen geeignet. 

Werden Gasverteilerstrukturen in der Sterilabdeckung 
'eingesetzt, so sind diese so zu gestalten, dafi eine 
Kreuzkontamination durch Aerosolverschleppung oder 
Schaumbildung ausgeschlossen wird. 

Der Bioreaktorblock 1 und die Abdeckung 15 sind so 
paJJgenau gestaltet, dafi sie unter einer sterilen Ar- 
beitsbaiik, gegebenenf alls nach steriler Beftlllung der 
Einzelreaktoren 9a, 9b mit Reaktionsmedium 30a, 30b 
zu einer Funktionseinheit zusammengefUgt werden kon- 
nen. 
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Die Sterilisation des Bioreaktorblocks 1 und der Ab- 
deckung 15 kann entweder geiueinsam in einem Autokla- 
ven oder auch als Einzelkomponenten erfolgen. Zur 
Sterilisation des Bioreaktorblocks 1 im Autoklaven 
ist eine kostenaufwendige Kapselung der induktiven 
Antriebe 7a, 7b erforderlich, um ein direktes Auto- 
klavieren zu ermSglichen. 

Alternativ konnen auch wie hier vorgestellt, Bioreak- 
toreinsatze 9a, 9b verwendet wer'den (entsprechend zu 

Mikrotiterplatten) die getrennt vom Bioreaktorblock 1 
sterilisierbar sind. Diese Bioreaktoreinsatze 9a, 9b 
konnen auch als sterile Einmal- bzw. Wegwerf artikel 
ausgestaltet sein, sofern deren Material und Produk- 
tionskosten gering sind. 

Fig. 2 zeigt in den Teilbildern a bis" d die Verwen- 
dung von Stromungsbrechern 20 und RUhrorganen 21 zur 
Erzeugung eines pulsierenden Bernoulli-Ef f ektes . Da- 
bei ist jeweils nur die linke Haifte eines Reaktions- 
gefalies 9 dargestellt. 

In den Figuren 20a und 20b ist die Oberkante des 
Stromungsbrechers 20 unterhalb der RUhrebene des 
Rlihrorgans 21 . 

In. Fig. 2a ist das Rtihrorgan mittig in dem Gefafi 9 . 
gelagert, wobei die Lagerung magnetisch induktiv er- 
folgt . 

In Fig. 2b. ist das Magnetrtihrorgan 21 Ober eine Welle 
23 gelagert, uber die es auch angetrieben werden 
kann. 

In den Figuren 2c und 2d erstreckt sich der Stro- 
mungsbrecher 20 seitlich tiber die Drehebene des Mag- 
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netrtihrorgans 21 hinaus . 

In Fig. 2c ist das RUhrorgan 21 so wie in Fig, 2b 
tlber eine Welle 23 gelagert und wird gegebenenf alls 
auch tiber diese oder magnetisch angetrieben. In Fig. 
2d ist die Welle 23 innerhalb des ROhrgefaBes 9 ex- 
zentrisch auBerhalb der Mittelachse 24 des Gefafies 9 
gelagert, so daB der durch den Stromungsbrecher er- 
zeugte pulsierende Bernoulli-Ef f ekt hier noch weiter 
verstarkt wird. 

In den einzelnen Fallen der Fign. 2a und 2d bildet 
sich damit eine unterschiedlich geformte FlUssig- 
keitsoberflache 19 der Fltissigkeit 30 aus . 

Bei samtlichen Beispielen 2b bis 2d ist es moglich, 
sofern die Welle 23 nicht dem Antrieb des Magnet- 
rtihrorgans 21 client, die Welle 23 und den Stromungs- 
brecher 20 einsttickig zu fertigen und als Einheit in 
das ReaktionsgefaB 9 pafigenau einzuschieben. 

Im folgenden werden nun Beispiele ftlr erf indungsgema- 
E>e RQhrorgane und erf indungsgemaBe Reaktionsgef aBe 
dargestellt. Denn bei Verwendung eines geeigneten 
Rtihrorgans besteht prinzipiell die MOglichkeit, auf 
eine Primardispergierung der Gasphase durch einen 
Gasverteiler wie im Stand der Technik zu verzichten, 
da kleine Reaktionsgef aBe im Vergleich zu Labor-Rtlhr- 
kesselreaktoren ein weitaus hoheres Oberf lache/Volu- 
men-Verhaitnis aufweisen. 

In der vorliegenden Erfindung wurden geeignete, vor- 
teilhafterweise dampf sterilisierbare Magnetrtlhrorgane 
entwickelt, die eine axiale FSrderung von der Fltis- 
sigkeitsoberfiache zxm Boden des Reaktionsgef afies 
(Einsaugen der Gasphase) und eine effektive Disper- 
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gierung der Gasphase in moglichst kleine Gasblasen 
mit hoher Sauerstof f austauschf lSche (hohe lokale 
Energiedissipation) im Reaktionsmedium sowie eine 
Freisetzung der verbrauchten Gasblasen an der Fltis- 
sigkeitsoberf lache bewirken. Diese Magnet rtlhrorgane 
besitzen einen Grundkorper, der vorteilhaf terweise 
aus Teflon gefertigt sein kann und einen bis vier Ma- 
gnetkerne (Ferrit oder seltene Erdmagnete wie z. B. 
SmCo (SamariumCobalt) oder NdFeB (NeodymEisenBor) ) als 
Antriebsmittel enthalt. Die im folgenden vorgestell- 
ten Magnetrtihrorgane haben vorteilhaf terweise die 
folgenden Dimensionen und Formen: 

• Kreiszylindrische Magnetrtihrorgane 3 bis 20 mm 
Durchmesser, Hohe von 2 bis 25 mm, 

• Eiformige Magnetrtihrorgane runder Zentralquer- 
schnitt (Durchmesser 15 mm) , LSnge von 3 bis 
20 mm. 

• Quaderformige Magnetrtihrorgane 3 x 8 mm bis 9 x 
20 mm Grundf lache und Hohen von 4 bis 25 mm. 

Diese GrundkOrper sind vorteilhaf terweise mit Bohrun- 
gen bzw. Kanaien versehen. Diese sind zwischen 3 und 
20 mm lang und besitzen Durchmesser von 0,5 bis 3 mm. 
Hierbei sind unterschiedliche Anordnungen der Bohrun- 
gen realisierbar : 

• Unter einem nach oben offenen Winkel a zur Ver- 
tikalen verlaufende Kanale induzieren eine 
Ringstromung im Reaktionsgef afi . 

• Unter einem nach oben offenen Winkel a zur Ver- 
tikalen verlaufende Kan&le treffen vor deren 
Austritt in die Fltissigkeit auf unter einem Win- 
kel P zur Horizontalen verlaufende Luftkanale . 
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• Vertikal verlaufende Kanale mit einem Abstand 

von 0-3 mm begunstigen das Entgasen der Fltissig- 
phase. 

Diese Magnetrilhrorgane werden dabei auf Geschwindig- 
keiten bis zu 4000 U/min beschleunigt, beispielsweise 
durch ein geeignetes magnetisches Drehfeld oder durch 
eine Welle. 

Das Einsaugen der Gasphase in die Reaktionsgef aJle mit 
diesen Rtihrorganen setzt bei einer Mindestdrehzahl 
des Magnetrtihrorgans ein und wird durch Steigerung 
der Drehzahl starker. Diese Mindestdrehzahl ist ab- 
hSngig vom eingesetzten Magnetrtihrorgan, von der Po- 
sition des Magnetrtihrorgans unterhalb der ruhenden 
Fltissigkeitsoberf lache und von den Stof f eigenschaf ten 
der Fliissigkeit. 

Ein besonders ef fektives Einsaugen der Gasphase und 
Dispergierung in Gasblasen im Reaktionsmedium kann in 
Reaktionsgef aJJen mit StrSmungsbrechern erfolgen, die 
langs der GefaJJwand in der umlaufenden Fliissigkeits- 
stromung angeordnet sind. Diese vorteilhaf terweise 
ein bis vier Stromungsbrecher k6nnen entweder unter- 
halb und/oder oberhalb oder tiber die gesamte GefSLBhS- 
he an der GefaBwand angeordnet sein. 

Das Magnetrtlhrorgan wird bevorzugt selbstzentrierend 
in einem geeigneten, rotierenden Magnetfeld betrie- 
ben. Es kann jedoch wie in Fig. 2 gezeigt auch eine 
Befestigung- des Magnetrtihrorgans auf einer im Reakti- 
onsgef &fi fixierten Welle erfolgen. 
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Die Fign. 3 bis 13 zeigen verschiedene Ausftihrungs- 
formen erf indungsgemaBer Rtihrgefafie bzw. Rtihrorgane. 

Fig. 3 zeigt in Fig. 3b ein RtihrgefaB 9, bei dem an 
jeweils gegenilberliegenden Seiten insgesamt vier 
Stromungsbrecher 20a bis 20d angeordnet sind. Diese 
sind in 90° Abstand auf den Umfang des Rtihrgef alies 9 
verteilt und erstrecken sich bis in die Drehebene des 
in dem Gefafi 9 angeordneten Rtihrorgans 21.. Das 
Rtihrorgan 21 dreht sich urn seine Mittelachse 22 und 
ist zentrisch in dem GefaB 9 angeordnet. Es weist 
ausgehend von seiner Unterseite 29 eine Bohrung 33 
mit einer unteren Offnung 43 auf, die sich in senk- 
rechter Richtung, d. h. unter einem Winkel von 0° zur 
Drehachse 22 nach oben erstreckt. Von' der Oberseite 
28 des Drehorgans 21 erstrecken sich zwei Bohrungen 
34a und 34b mit Offnungen 44a und 44b an der Obersei- 
te 28 des Drehorgans 21 nach unten. samtliche Bohrun- 
gen 33, 34a und 34b mtlndeh in horizontale Bohrungen 
35a und 35b, die sich um 180° zueinander versetzt bis 
zur seitlichen Aufienseite des Rtihrorgans 21 erstrek- 
ken und dor t Offnungen 45a und 45b bilden. 

Wenn das Rtihrorgan 21 um seine Mittelachse 22 in. ei- 
ner Fltissigkeit 30 dreh€, induziert der Kanal 33 eine 
RingstrSmung im Reaktionsgef SB gemeinsam mit dem ho- 
rizontal verlaufenden Kanal 35a. Die Kanale.34a und 
34b saugen ihrerseits Gas von oben ein und ftihren 
ebenfalls zu einer verbesserten Begasung der im GefaB 
9 befindlichen Fltissigkeit 30. 

Fig. 3a zeigt einen Querschnitt langs der Linie A-A 
in Fig. 3b durch die gesamte Anordnung. Unter der An- 
nahme, daB sich das Rtihrorgan 21 um die Achse 22 in 
Uhrzeigerrichtung dreht (diese Annahme wird auch bei 
den folgenden Figuren eingehalten) bilden sich nun 



zwischen den Brechern 20a bis 20d und dem Rtihrorgan 
21 jeweils schmale Spalte 37a bis 37d mit Bereichen 
40 mit hoher Stromungsgeschwindigkeit und damit nied- 
rigem Fltissigkeitsdruck aus . Zwischen den StrSmungs- 
brechern 20a bis 20d langs des Gef aiiumf angs liegt ein 
grofier Spalt 36 zwischen dem Rtihrorgan 21 und der 
Wand des Gefafies 9 vor in dem dementsprechend Berei- 
che 41 mit geringer Stromungsgeschwindigkeit und da- . 
mit groBen hydrostatischem Druck auftreten. Insgesamt 
ftlhrt der Betrieb eines solchen Reaktionsgef aB'es 9 zu 
einer ortlichen Schwankung der StrSmungsgeschwindig- 
keit, d. h. zu einem ortlich pulsierenden Bernoulli- 
Effekt. 

Durch die Bohrungen 33, 34a, 34b, 35a und 35b werden 
weiterhin zeitlich ISngs der Offnungen 45a und 45b im 
GefaB umlaufende, pulsierende Schwankungen der Stra- 
mungsgeschwindigkeit induziert, die ebenfalls zu ei- 
ner Begasung des Reaktionsvolvimens fuhren, 

Der Antrieb des Rtihrorgans 21 erfolgt magnetisch in- 
duktiv tiber in das Ruhrorgan 21 eingelagerte Magnet e 
25a bis 25d. 

Fig. 4 zeigt eine Anordnung mit einem zu Fig. 3 iden- 
tischen Rtihrorgan 21, wobei hier jedoch das Reakti- 
onsgefafi wie in Fig. 4a, dem Schnitt langs der Linie 
A-A in Fig. 4b, zu erkennen ist, einen rechteckigen 
Querschnitt aufweist. Stromungsbrecher sind nicht 
vorhanden. In diesem Falle andert sich die Spaltbrei- 
te zwischen Rtihrorgan, das rotationssymmetrisch auf- 
gebaut ist und der Wand des Rtihrgef aBes 9 raumlich 
periodisch, da die Spalten in den Ecken des Rtihrgefa- 
fies 9 breiter sind als zwischen der Mitte der jewei- 
ligen Wand des Rtihrgef aBes 9 und dem Rtihrorgan 21. 
Dies ftihrt wiederum zu Bereichen 40 mit hoher StrO- 
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mungsgeschwindigkeit in der Mitte der Wande und Be- 
reichen 41 mit geringer stromungsgeschwindigkeit in 
den Ecken des GefaJies 9, Die Wirkung dieses so raum- 
lich pulsierenden Bernoulli-Ef f ektes wird verstarkt 
durch die Verwendung eines Rtthrorgans 21 mit den vor- 
beschriebenen Bohrungen, die einen zeitlich pulsie- 
renden Bernoulli-Ef fekt induzieren. 

Fig. 5 zeigt wiederum dasselbe Rtihrorgan 21, das nun- 
mehr jedoch in einem rotationssymmetrischen Rtlhrgefafi 
9 angeordnet ist. Allerdings erfolgt die Anordnung 
des Rtihrorgans 21 exzentrisch zur Mittelachse 24 des 
Gefafles 9 auf einer Welle 23, Nunmehr ist durch die 
exzentrische Anordnung daftlr gesorgt, dafi der 
Spaltabstand 36 zwischen der Wand des Ruhrgefailes 9 
und dem Rtihrorgan 21 auf einer Seite des Gefafies gro- 
wer ist als auf der anderen Seite des Gefafies. Dem- 
entsprechend bilden sich wieder Zonen 41 geringer 
Stromungsgeschwindigkeit 41 im Bereich des grofien 
Spaltes und Zonen 40 hoher Stromungsgeschwindigkeit 
im Bereich des schmalen Spaltes aus . Auch hier wird 
der so mit einer Periode von 360° pulsierende Ber- 
noulli-Ef fekt verstarkt durch die Bohrungen 33, 34a, 
34b, 35a, 35b in dem Rtihrorgan 21. 

Auch in Fig. 6 wird ein ahnliches Rtihrorgan 21 ver- 
wendet wie in der vorigen Figur. In diesem Falle ■ 
liegt wiederum ein zylinderfSrmiges Reaktionsgef afi 9 
und ein zylinderf ormiges Ruhrorgan 21 vor. Der Ab- 
stand 3 6 zwischen der Wand des Rtihrgef afies 9 und dem 
Rtihrorgan 21 ist nun auf dem vollen Umfang nahezu 
identisch mit zwei Ausnahmen. Denn die horizontalen 
Bohrungen 35a und 35b sind beim vorliegenden Rtihror- 
gan 21 im Bereich ihrer seit lichen Offnungen 45a und 
45b konisch aufgeweitet. In diesen Bereichen liegt 
jeweils eine Erweiterung 36a ^ bzw. 36b x des Spaltes 
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36 vor, so daJJ dort Zonen 41 niedriger Stromungsge- 
schwindigkeit sich ausbilden. Daher laufen diese Zo- 
nen 41 niedriger Stromungsgeschwindigkeit nunmehr mit 
dem Rtthrorgan 21 innerhalb des Gefafies 9 urn. Dies 
fiihrt zu einem ortlich und zeitlich pulsierenden 
Stromungsfeld. und damit wiederum zu dem gewtinschten 
pulsierenden Bernoulli-Ef f ekt . 

Fig. 7 zeigt die einfachste Form.eines Rtihrorganes 21 
mit schrag nach aufien verlaufenden Bohrungen 33a und 
33b. Die Bohrungen 33a, 33b beginnen an der Untersei- 
te 29 des Rtihrorgans 21 mit einer Offnung 43a, 43b 
und enden an. der Oberseite 28 des Ruhrers 21 in einer 
Offnung 44a bzw. 44b. Fig. 7b zeigt dabei einen 
Schnitt langs der Linie A-A aus Fig. 7a. 

Die Bohrungen weisen dabei einen langlichen Quer- 
schnitt auf, wie in Fig. 7a in der Aufsicht zu erken- 
nen ist. Sie ftihren zu einer Forderung von Fliissig- 
keit von dem Boden 29 des RtihrgefaJJes 9 nach oben und 
tragen so zur Ausbildung der Flussigkeitsoberf lache 
als Trombe bei. 

Fig. 8 zeigt ebenfalls ein Rtihrorgan, wie es ahnlich 
bereits in Fig. 3 dargestellt wurde. Fig. 8b zeigt 
dabei einen Quer schnitt, Fig. 8a einen Querschnitt 
langs der . Schnittlinie A-A in Fig. 8b und Fig. 8c ei- 
nen Querschnitt langs der Schnittlinie B-B in Fig. 
8b. Im Unterschied zu Fig. 3 liegen nunmehr jedoch 
nicht zwei vertikal von der Oberflache des RUhrorgans 
sich in dessen Innere erstreckende Bohrung 34a und 
34b sondern insgesamt vier urn einen Winkel von 90° 
zueinander versetzte Bohrungen 34a bis 34d vor. 

In Fig. 9 ist ein weiteres erf indungsgemafies RUhror- 
gan dargestellt, wobei die Figuren 9a und 9c eine 
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Aufsicht bzw. eine Untersicht des in Fig. 9b im Quer- 
schnitt dargestellten Rtihrorganes darstellen. Auch 
hier sind in dem Rtihrer 21 wiederum vier von der 
Oberseite 28 des Ruhr.organs 21 ausgehende Bohrungen 
34a bis 34d urn die Mittel-achse 22 des Rtihrorganes 21 
um 90° versetzt angeordnet, wobei sich diese Bohrung 
34a bis 34d nunmehr unter einem Winkel (3 zur Mitte- 
lachse bzw. Drehachse 22 des Rtihrorgans 21 nach unten 
auJJen erstrecken. In gleicher, nahezu symmetrischer 
Weise erstrecken sich Bohrungen 33a bis '33d von der 
Unterseite 29 des Rtihrorganes 21 unter einem Winkel a 
gegen die Mittelachse bzw. Drehachse 22 des Rtihror- 
gans 21 nach oben aufien in den Korper des Rtihrorgans 
21 hinein. Beide treffen auf insgesamt vier ebenfalls 
um 90° gegeneinander versetzt angeordnete horizontale 
Kanale 35a bis 35d, die mit Offnung 45a bis 45d in 
der Seitenflache 2 6 des Rtihrorganes enden. 

Die Seitenflache 2 6 dieses Rtihrorganes erstreckt sich 
von seiner Oberflache 28 senkrecht nach unten bis zu 
der Ebene der horizontalen Bohrungen 35a bis 35d und 
lauft dann konisch parallel zu den Bohrungen 33a bis 
33d nach unten zusammen. 

Die Bohrungen 33a bis 33d f6rdern wiederum FlUssig- 
keit vom Boden eines Gefafles nach oben wahrend die 
Bohrungen 34a bis 34d Gas- und Fltissigkeit bzw. eirie 
Mischung hiervon von der Oberflache 28 des Rtihrorga- 
nes 21 einziehen und an der Grenzflache von Gas- und 
Fltissigkeit Turbulenzen erzeugen. Auch hierdurch wird 
ein pulsierender Bernoulli-Ef f ekt erzeugt bzw. gege- 
benenfalls verstarkt. 

Eine weitere Mbglichkeit einen pulsierenden Bernoul- 
-li-Effekt zu erzeugen besteht darin, ein nicht rota- 
tionssymmetrisches Rtihrorgan einzusetzen. 
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Bei dem in Fig. 10 dargestellten Rtihrorgan 21 liegen 
eine geradlinige Vorderseite 26 und eine zur Vorder- 
seite 26 parallele, geradlinige Rtickseite 27 vor, 
wahrend die sich langs der Wand des Rtihrgefafies 9 be- 
wegenden die Vorderseite 26 und die Rtickseiten 27 
verbindenden Seitenf lachen 27 konvex gekrtimmt sind. 

Ein derartiges Rtihrorgan 21 kann beispielsweise in 
einem nicht r'otationssymmetrischen Ruhrgefafi oder in 
einem Ruhrgefafi mit Stromungsbrechern eingesetzt wer- 
den. 

In Fig. 11 ist ein Ruhrorgan wie in Fig. 10 darge- 
stellt, das zusatzlich unter einem Winkel a gegen die 
Drehachse 22 verlaufende Bohrungen 33a bzw. 33b auf- 
weist. Diese fordern Fltissigkeit von den Offnungen 
43a, 43b an der Unterseite 29 des Rtihrorganes 21 zu 
den Offnungen 43a x und 43b x an der Oberseite 28 des 
Ruhrorgans 21. 

Fig. 12 zeigt ein Ruhrorgan wie in Fig. 11, wobei 
nunmehr die Bohrungen 33a und 33b eine wie in Fig. 
12a in der Aufsicht erkenntliche im Querschnitt lang- 
liche Form aufweisen. 

In Fig. 13 sind zusatzlich zu den Bohrungen 33"a.und 
33b wie in Fig. ll weitere Bohrungen 34a, 34b einge- 
bracht, die sich versetzt zur Mittelachse 22 des 
Rtihrorgans 21 parallel zur Mittelachse 22 von der Un- 
terseite 29 zur Oberseite 28 erstrecken und jeweils 
in Offnungen 44a, 44b an der Unterseite 29 bzw. in 
Offnungen 44a \ 44b* an der Oberseite 28 enden. Diese 
Kanale 34a, 34b dienen der Entgasung der Fltissigkeit, 
d. h. dem Entfernen der verbrauchten in die FlUssig- 
keit eindispergierten Gasblasen. 
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Fig, 14 zeigt in Teilbild a eine erf indungsgemaBe Re- 
aktorvorrichtung, bei der in Offnungen 8a bis 8e in 
einem Reaktorblock 2 Behalter 9a bis 9e eingelassen 
sind. Diese Behalter 9a bis 9e weisen wiederum an ih- 
rem oberen Umf angsrand ihrer Offnung einen Flansch 
auf, mit dem sie auf einer Distanzscheibe 11a bis llf 
aufliegen. Die gesamte Anordnung der Behalter wird 
tiberdeckt von einem deckelartigen VerschluB 15, in 
den wie bereits oben beschrieben, R6hrchen 17a bis 
17e eingelassen sind, urn eih Ausstromen von Gas zu 
ermSglichen. Der Deckel 15 weist weiterhin Trennwande 
14a bis 14e auf, um die einzelnen Behalter voneinan- 
der gasdicht zu isolieren. 

Fig. 14b zeigt nun einen Querschnitt langs der Linie 
A-A in Fig. 14a durch den Verschluli 15, wahrend Fig. 
14a ein Querschnitt durch die Gesamt anordnung langs 
der Linie B-B in Fig. 14b darstellt. 

Ausgehend von einer Gaszufuhrbohrung 50 verastelt 
sich diese Bohrung Ober einzelne weitere Bohrungen 
51, 52, 53, .54 bis 55 immer weiter und mtindet letzt- 
lich in jeweils einen GasauslaB' tlber den einzelnen 
Behaltern 9a bis 9e. In Fig. 14b ist auch zu erken- 
nen, dafi die Behalter 9 in einem zweidimensionalen 
Array angeordnet sind. Die Lange der Bohrungen 50 bis 
55 von dem GaseinlaJJ 50 bis zum Auslafi in den Luft- 
raum uber den GefaBen 9 ist dabei jeweils konstant. 
Auch die Zahl der Knicke, die die einzelnen Gasftlh- 
rungen vom Einlafi bis zum AuslaB tiber den Behaltern 
durchlaufen, ist konstant. Die Hohe der Kanale kann 
dabei jedoch variabel sein. Entscheidend ist nun, daB 
entweder in diesen Bohrungen 50 bis 55 kein .nennens- 
werter Druckabfall auftritt oder der ■ Druckabf all 
durch die gleiche Lange und die gleiche Anzahl an 
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Knicke' fur jedes einzelne Behaltnis 9 identisch ist. 

Fig. 15 zeigt einen weiteren Verschlufi 15 mit einer 
entsprechenden Gasverteilerstruktur bestehend aus Ka- 
nalen 50 bis 55, 51^ bis 55 y . Auch hier sind die Wege 
und die Anzahl der Knicke vom Einlafi 50 bis zu dem 
jeweiligen Behalter 9 ftir jeden Behalter identisch. 

Im folgenden werden nun einzelne Messungen mit erfin- 
dungsgemafien Reaktionsgef afien bzw: mit einem erfin- 
dungsgemaBen Bioreaktorblock dargestellt. 

Wenn der Bioreaktorblock 1 entsprechend geometrisch 
gestaltet wird (Abstand und Anordnung der einzelnen 
Milliliter-Ruhrreaktoren, z. B. jeweils 8 Milliliter- 
Rtlhrreaktoren parallel - da Pipettier-Roboter meist 
mit 8 .parallelen Dosierstrecken ausgeriistet sind -, 
etc.) kann eine einfache Automatisierung erfolgen. 
Mit Hilfe eines Pipettier-Roboters. als Aktor kSnnen 

• Proben individuell gezogen und prinzipiell alle 
manuellen off-line Analysenverf ahren automati- 
siert werden (Bestimmung von Zell-, Substrat-, 
Produkt- und Nebenprodukt-Konzentrationen) , 

• Korrekturmittel, Substrate und/oder Induktoren 
individuell dosiert werden, 

• die einzelnen Milliliter-Rtihrreaktoren mit Sen- 
soren (bspw. entsprechend dimensionierte pH- 
Elektroden) intermittierend beprobt werden. 

Mit Hilfe geeigneter prozefikontrollsysteme ist damit 
eine automatisierte Prozefifahrung im Parallelansatz 
mQglich: pH-Regelung, individuelle Substratdosierung 
automatisierte off-line Probenahme und Analyse, und 



31 



dergleichen. 

Prinzipiell sind zur automat isier ten Durchftihrung von 
parallelen Zellkultivierungen folgende Arbeitsschrit- 
te notwendig. Die Zeitplanung sind dabei so ausge- 
legt, dafi die Arbeitsschritte im Verlauf des gesamten 
Prozesses im gleichen Zeittakt ausgeftihrt werden kon- 
nen, d.h. es wird die Einhaltung einer konstanten 
Zeitspanne At zwischen den Arbeitsschritten ermog-- 
licht. Ein solcher Zeitplan ist in Fig. 17 darge- 
stellt. 

• Dispensing D: Die parallel betriebenen Millili- 
ter-Riihrreaktoren werden von einem Pipettier- 
Roboter mit sterilem, destillierten Wasser zur 
Verdunstungskontrolle und/oder frischem Medium 
zur Realisierung von Zulauf- oder kontinuierli- 
chen Verf ahren und/oder Titrationsmittel zur pH- 
Kontrolle und/oder Induktionsmittel versorgt. 
Die jeweilig notwendigen Volumina einer jeden 
Losung werden durch im Voraus mit alien notwen- 
digen Parametern initialisierte Algorithmen be- 
rechnet. 

• Sampling: Urn at-line Analytik automatisiert 
durchftlhren zu konnen, werden den Milliliter- 
Rtihrreaktoren' regelmafiig vorgegebene Probenvolu- 
mina entnommen und in Mikrotiterplatten abgege- 

■ ben, 

• Mikrotiterplattenbewegungen MTP Trans: Nach Ent- 
nahme einer vorgegebenen Anzahl Proben in eine 
Mikrotiterplatte, beispielsweise einer Probe pro 
Milliliter-ROhrreaktor, wird die Mikrotiterplat- 
te vom Labor-Roboter zu einem Mikrotiterplatten- 
Mefigerat transportiert . 
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• At-line Analytik: Die in eine Mikrotiterplatte 
abgegebenen Bioreaktorproben werden in einem 
Mefigerat (z.B. Mikrotiterplatten-Photome- 
ter/Fluorimeter) vermessen. Beispielsweise k5n- 
nen so die Biotrockenmassekonzentration (c x ) und 
der pH-Wert bestimmt werden. Auch andere biover- 
fahrenstechnisch relevante Parameter (z.B. Sub- 
stratkonzentration, Produktkonzentration) konn-' 
ten auf diese Weise bestimmt werden. Die erhal- 
tenen Meflwerte werden Regelalgorithmen zur Ver- 
fUgung gestellt und nehmen so EinfluB auf die 
folgenden vom Laborroboter auszufuhrenden Dis- 
pensing-Schritte. Durch Etablierung eines Kreis- 
laufs mindestens zweier Mikrotiterplatten kann 
die Analytik parallel zu den vom Pipettier- 
Roboter durchgeftihrten Dispensing- und Sampling- 
Schritten erfolgen. Eine "Mikrotiterplatte wird 
demnach mit Proben geftillt wahrend die Proben in 
der zweiten Mikrotiterplatte im Meligerat analy- 
siert werden. Nach abgeschlossener Analyse der 
Mikrotiterplatte wird diese in einem Mikrotiter- 
platten-Waschgerat gesaubert und dem Kreislauf 
erneut zugeftihrt. 

.• Reinigung der Mikrotiterplatte („Plate wash") : 
Nach Beendigung des Versuchs wird die jeweilige 
Mikrotiterplatte gereinigt und kann so erneut 
verwendet werden. 

Fig. 16 zeigt eine Anordnung mit Mikrotiterplatten 
60a A 60b, 60c in einem Pipettier-Roboter, wobei in 
dieser Skizze der Kreislauf einer Proben-Mikrotiter- 
platte 60a bis 60c verfolgt werden kann. Die in Fig. 
16 dargestellte automatische Anlage 56 weist eine 
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Grundplatte 57 auf, auf der eine Anordnung 64 von Be- 
haltern (Reaktorblock) oder Probenahmegef alien, ein 
Tisch 58 zur Aufnahme von Mikrotiterplatten 60a, ein 
Fotometer 62 und eine Waschstation 63 aufweist. Wei- 
terhin ist oberhalb der Grundplatte 57 ein Tragebal- 
ken 66 angeordnet, auf dem mittels Querbalken 59a und 
59b die Pipettenspitzen 65 und ein Tragarm 61 ftir Mi- 
krotiterplatten verschieblich aufgehangt sind. . 

In einem ersten Schritt wird nun eine Mikrotiterplat- 
te 60a mit Proben aus dem Reaktorblock 64 tiber die 
Pipettenspitzen 65 befullt. Die Mikrotiterplatte 60a 
wird dann mit dem Tragarm 61 zu dem Fotometer 62 
transportiert, wo die einzelnen Napfchen der Mikroti- 
terplatten 60b fotometrisch vermessen werden . Die so 
vermessene Mikrotiterplatte 60b wird mit dem Tragarm 
zu der Waschvorrichtung 63 transportiert, wo die Mi- 
krotiterplatte (hier nun Mikrotiterplatte 60c) gewa- 
schen und gereinigt wird. Damit steht die Mikrotiter- 
platte 60c wiederum den Proben und Meftzyklus zur Ver- 
ftigung und wird von dem Tragarm 61 zurttck auf den 
Tisch 58 befOrdert. 

Je nach Prozeflanf orderung konnen dem Prozefikreislauf 
zu bestimmten Zeitpunkten mit Proben gefiillte Mikro- 
titerplatten entzogen und gekuhlt . zwischengelagert 
werden. Eine neue Mikrotiterplatte kann dem Prozefl 
automatisch zugeftihrt werden, urn den Analytikkreis- 
lauf aufrecht erhalten zu k5nnen. 

Die Bestimmung von im waflrigen Reaktionsmedium gelo- 
sten Stoffen wie die Wasserstof f ionenaktivitat (pH) 
mufi in jedem Reaktionsgef SB individuell erfolgen. Ei- 
ne Verwendung von 48 oder 96 einzelnen pH-Sensoren, 
beispielsweise sterilisierbare pH-EinstabmeBketten 
(Glaselektroden) , ist nicht okonomisch. Auch die Ver- 
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wendung von kostengtlnstigen pH-Feldef f ekttransistoren 
(„Wegwerfsensoren xx )- ist aufgrund der zusatzlich er- 
forderlichen klassischen Ref erenzelektroden und der 
fehlenden thermischen Stabilitat (Sterilisierbarkeit ) 
praktisch nicht moglich. 

Die Anzahl der erf orderlichen pH-Sensoren ftir Paral- 
lelreaktoren kann prinzipiell reduziert werden, wenn 
ein Sensor far mehrere Reaktionsgef Siie benutzt werden 
kann. Eine Moglichkeit der technischen Realisierung 
ist die Integration kommerziell erhaltlicher Minia- 
tur-pH-Elektroden in Anstechkantilen, die mit Hilfe 
eines Pipettierroboters intermittierend in die ein- 
zelnen Milliliter-Rtihrreaktoren eingetaucht werden. 
Hierzu geeignet sind pH-EinstabmeBketten mit einem 
Aufiendurchmesser von 1 mm und einer Ansprechzeit von 
~ 6 s. 

Eine weitere Moglichkeit ist die sterile Entnahme von 
Proben aus den einzelnen Milliliter-Rtihrreaktoren mit 
Kaniilen und die parallele Messung des pH-Wertes in 
den Proben mit pH-sensitiven Mikrotiterplatten. Am 
Boden der Kavitaten dieser kommerziell erhciltlichen 
Mikrotiterplatten ist ein Sensorspot integriert, in 
welchem zwei Fluorophore immobilisiert sind. Diese 
Fluorophore kormen in einem entsprechend ausgestatte- 
ten Photometer- Fluorimeter ausgelesen werden. 
Die Fluoreszerizeigenschaf ten des Indikator-Fluoro- 
phors variieren mit dem pH-Wert der LSsung wahrend 
der Ref erenz-Fluorophor ein vom pH-Wert unabhangiges 
Fluoreszenzsignal produziert. Das Verhaltnis aus In- 
dikator- zu Ref erenzsignal kann zum pH-Wert der L5- 
sung tiber eine Sigmoid- Funktion korreliert werden. 
Die Verwendung eines Ref erenzf arbstof f s erh5ht die 
MeBgenauigkeit und die Lebensdauer der Sensoren, da 
eine Abnahme der Signalintensit&t durch "Ausbluten" 
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des Sensors (Diffusion der Fluorophore in die MefilQ- 
sungen) einen geringeren Einflufi auf das Meflsignal 
zur Folge hat. 

Die erzeugten pH-Mefidaten werden vom Prozefikontroll- 
system gelesen und Regelalgorithmen zur Verftigung ge- 
stellt. Diese berechnen das notwendige Volumen Titra- 
tionsmittel pro Reaktorgef aii urn einen gewtinschten pH- 
Sollwert in dem Reaktorgef aii aufrecht zu erhalten. 
Das Prozefikontrollsystem berechnet die Dispensing- 
Schritte unter Berttcksichtigung der notwendigen Zudo- 
sierung zur pH-Kontrolle . 

Wesentlich an der vorliegenden Erfindung ist der da- 
mit mogliche hohe Sauerstoff- und Energieeintrag in 
eine Kultursuspension. Im folgenden werden daher Mes- 
sungen der Sauerstof ftlbergangskoef f izienten k L a ver- 
schiedener erf indungsgemafien Magnetrahrsysteme be~ 
schrieben. 

Es wurden Rtihrorgane der Typen I bis V entsprechend 
Fig. 7 (Typ I), Fig. 10 (Typ II)", Fig. 12 (Typ III), 
Fig. 11 (Typ IV) und Fig. 9 (Typ V) mit der dynami- 
schen Sulf itmethode (Havelka et al. 1998) unter ver- 
gleichbaren Bedingungen bzgl. Volumen der Fltissigpha- 
se, Lagerung des Ruhrorgans und ■ Anordnung der Stro- 
mungsbrecher verglichen (siehe Fig. 18) . Diese Versu- 
che wurden in einem Milliliter-Rtihrreaktor mit 15,5 
mm Durchmesser durchge'f tihrt . Mit den Rtihrern der Ty- 
pen I bis V wurden bei einer Drehzahl von 2 600 rpm 
k L a-Werte in 0,5 M Na 2 S0 4 -Losung im Bereich von 0,156- 
0,244 s" 1 erreicht. 

Zur Bestimmung der k L a-Werte wird als FlUssigphase 
0,5 M Na 2 S0 4 -L6sung verwendet, weiche nicht-koales- 
zierende Bedingungen garantiert. Zusatzlich wird eine 



Konzentration von 10~ 3 M CoS04 als Katalysator fur 
die chemische Oxidation von Sulfit zu Sulfat vorge- 
legt. Die Durchfuhrung der dynamischen Sulf itmethode 
beginnt mit dem Beltiften der Flussigphase mit Luft, 
bis diese Sattigung erreicht. Nach Zugabe einer aus- • 
reichend grofien Stoffmenge Sulfit urn den gesamten, in 
der Flussigphase gelosten Sauerstoff zu verbrauchen, 
sinkt die GelSstsauerstof f konzentration der Fltissig- 
phase schlagartig auf Null. Nach stochiometrischem 
Sulfitumsatz steigt die GelSstsauerstof f konzentration 
in der Fltissigphase wieder an. Aus dieser sogenannten 
Auf sattigungskurve wird der k L a-Wert unter Annanme 
ideal durchmischter Bedingungen in FlUssig- und Gas- 
phase bestimmt. Dabei wird die Ansprechzeit der ver- 
wendeten Sauerstoff sonde im Modell berucksichtigt . 

Herkommliche technische Ruhrkesselreaktoren werden 
bei Sauerstof fubergangskoef f izienten von k L a < 
0,25 s" 1 betrieben. Damit sind in erf indungsgemafien 
Milliliter-Ruhrreaktoren bzw. mit den erf indungsgema- 
fien Ruhrorganen dieselben oder ahnliche Sauerstoff- 
eintragsraten erreichbar (zum Vergleich: in Schlittel- 
kolben oder Mikrotiterplatten' konnen unter optimalen 
Bedingungen Sauerstof fubergangskoef f izienten von ma- 
ximal k L a = 0.07 s" 1 erreicht werden). 

Sauerstoffubergangskoeffizienteh der Rtihrsysteme des 
Typs III und V wurden daruber hinaus mit 8 ml 0,5 M 
Na 2 S0 4 -L6sung ebenfalls in einem Milliliter-Ruhr- 
reaktor mit 20 mm Durchmesser durchgefahrt (Fig. 19) . 
Dabei wurden Rtihrsysteme nach Fig. 2b und 2c verwen- 
det. Maximal erreichte k L a-Werte fur eine Drehzahl 
von 2800 rpm liegen hier sogar bei bis zu 
0,355 s -1 . 
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Zur Verifizierung der Sauerstof f eintragseigenschaf ten 
der Rtihrsysteme wurden parallele Kultivierungen mit 
Escherichia coli (wt) als Beispielsystem durchge- 
f uhrt . 

100 ml eines sterilen, definierten Mediums wurden in 
einem mit Alucap verschlossenen 500 ml Schuttelkolben 
mit 0,25% Inokkulum aus dem Feedstock angeimpft und 
14 h bei 37 °G und 200 rpm in einem Schuttelinkubator 
mit einer Exzentrizitat von 5 cm inkubiert. Am fol- 
genden Tag wurden 4-6 ml dieser Vorkultur in Millili- 
ter-Rtihrreaktoren uberfuhrt. In den Milliliter- • 
Rtihrreaktoren wurden die Zellen fur 3,5 h bei 2000 
rpm eines erf indungsgemSBen Ruhrorgans und weitere 
2,5 h bei 2200 rpm bei 37 °C inkubiert. Der pH-Wert 
wurde auf 6,8 geregelt. 

Der Schuttelkolben (SK) wurde mit den ca. 40 ml Rest- 
volumen der Vorkultur weiter im Schuttelinkubator bei 
gleichen Bedingungen inkubiert. 

Die MeBergebnisse in Fig. 20 bis 22 belegen, dafi in 
den Millil'iter-Ruhrreaktoren ein weiteres Wachstum 
der Bakterien moglich ist, wenn gentlgend Sauerstoff 
eingetragen wird. Dabei zeigen die jeweiligen Kurven 
einen herkQmmlichen Schuttelkolben (SK) , einen erfin- 
dungsgemafien Ruhrer eines bestimmten Typs ohne Str6- 
mungsbrecher (z. B. „Typ II ohne SB") bzw. mit Str6- 
mungsbrecher (z. B. Typ II"). Aus den Fign. 20 bis 22 
ist zu erkennen, dali bereits eine Drehzahl von 
2200 rpm in den Ans&tzen mit den Ruhrsystemen des 
Typs II, III und V eine bis zu 2,5-fach hohere Bio- 
trockenmassekonzentration, als im Schtlttelkolbenan- 
satz (SK) ermdglicht. 
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Fig. 23 gibt in Tabellenform nun jeweils an, in wel- 
cher Konfiguration die einzelnen Ruhrsysteme einge- 
setzt wurden. Dabei wird jeweils fur die Messungen, 
die in einer bestimmten Figur dargestellt sind, der 
Gefafidurchmesser und die Anzahl der Stromungsbrecher 
angegeben. Weiterhin wird die Konfiguration aus Str6- 
mungsbrecher und Ruhrorgan unter Bezug auf die Dar- 
stellung in den Fign. 2a bis 2d angegeben. 

Zusammenfassend lafit sich damit feststellen, dafi 
durch die vorliegende Erfindung parallele Milliliter- 
Riihrreaktoren ermSglicht wurden, in denen ein ver- 
gleicnbarer Wachstumsverlauf von kontrollierten Pro- 
zeJiverlaufen ermoglicht wird wie in Bioreaktoren des 
Labormafistabs . 

Oberflachenbegaste, gegebenenf alls mit speziellen Ma- 
gnetruhrorganen ausgestattete Milliliter-Riihrreak- 
toren erlauben eine ebenso effiziente Sauerstof fver- 
sorgung von Organismen in FlUssigkultur wie Ruhrkes- 
selreaktoren grdfieren Mafistabs mit Volumenbegasung. 

Der Einsatz von bis zu 96 und mehr Milliliter-Rtihr- 
reaktoren in einem Bioreaktorblock, der mit Hilf e von 
Pipettier-Robotern automat isierbar ist, ermoglicht 
erstmalig einen effizienten, individuell kontrollier- 
ten Parallelbetrieb. Die Verwendung eines Labor- 
Roboters zur Automat is derung der Parallelreaktionen 
ermSglicht damit einen Quantensprung in der Gewinnung 
relevanter ProzeBdaten. 

Durch Implement! erung geeigneter Screening- und Opti- 
mierroutinen konnen Screening-Verf ahren und Prozefiop- 
timierungen (Medienzusammensetzung, Induktionsverf ah- 
ren, Dosierprofile) systematisch und mit hoher Zeit- 
effizienz im Parallelansatz automatisiert werden. Ei- 
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ne vollstandige Digitalisierung der parallelen Proze- 
fientwicklung ermSglicht weiter eine neuartige Daten- 
transparenz und -verf iigbarkeit . 

Mit Hilfe dieses neuen Werkzeuges zur Hochdurchsatz- 
Bibprozessentwicklung konnen neue Bioprozesse zeitef- 
fektiv unter technischen Reaktionsbedingungen entwik- 
kelt werden, da beispielsweise statt einem Experiment 
im kontrollierten 0,5 1 Riihrkesselreaktor mit demsel- 
ben Re aktionsvo lumen zeitgleich 100 Experimente in 
100 parallelen 5 ml-Rtihrkesselreaktoren automatisiert 
durchfuhrbar sind - also der 100-fache Informations- 
gewinn pro Zeiteinheit mSglich wird. Bei Einsatz ge- 
eigneter Versuchsplanungsalgorithmen wird die Ef fek- 
tivitat der Bioprozefientwicklung weiter gesteigert. 



TU MUnchen (I) 

* 

Patent ansprtiche 

1. Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen in Fltts- 
sigkeitssaulen im Milliliter-Maflstab mit 

einem Behalter zur Aufnahme . einer fltissigen Kul- 
tursuspension der Zellen, 

einem Ruhr organ zum Rtlhren der Kul tursuspension 
in dem Behalter um eine Rilhrachse, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
der Behalter und/oder das Rtlhrorgan derart ausge- 
bildet sind, daB die Strdmungsgeschwindigkeit 
sich langs einer Stromlinie oder Bahnlinie uia die 
Rtthrachse ortlich und/oder zeitlich andert, 

2. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Behalter und/oder 
das Ruhrorgan derart ausgebildet sind, dafi durch 
das Ruhrorgan eine von der Suspensionsoberf lache 
zum Boden des Behalters gerichtete Forderung der 
Kultursuspension erfolgt. 

3. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Forderung der Kul- 



tursuspension eine bezliglich der Rlihrachse axiale 
Komponente aufweist. 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die die Kultur- 
suspension umschlieiienden Innenwande des Behaltes 
unterhalb, in und/oder oberhalb der Drehebene des 
Rlihrorgans eine nicht rotationssymetrische Form 
aufweist. 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die die Kultur- 
suspension umschlieiienden Innenwande des Behai- 
ters unterhalb, in und/oder oberhalb der Drehebe- 
ne des Rlihrorgans ein Vieleck, vorzugsweise mit 
vier, ftinf, sechs oder mehr Ecken bildet. 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprli- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Drehachse 
des Rlihrorgans auiiermittig bzw. exzentrisch be- 
ztiglich der die Kul tursuspension umschlieiienden . 
Innenwande des Behalters in dem Behalter angeord- 
net ist. 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprll- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl an der Innenwand 
des Behalters langs des Umlaufs des Rlihrorgans 
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mindestens ein StrSmungsbrecher angeordnet ist. 

.1 

8. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daJi ein, zwei, drei, vier 
Oder mehr Stromungsbrecher langs der Innenwand 

5 des Behaiters beabstandet, vorteilhaf terweise 

gleichmafiig beabstandet, zueinander angeordnet 
sind; 

9. Vorrichtung nach einem der beiden' vorhergehenden 
Ansprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi der bzw. 

10 die Stromungsbrecher unterhalb, in und/oder ober- 

halb der Drehebene des Rtihrorgans angeordnet ist 
bzw. sind. 

10. Vorrichtung nach einem der drei vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 

15 RUhrorgan und der Stromungsbrecher mit einem mi- 

nimaler Spaltabstand zueinander von 0,05 mm bis 
20 mm, vorzugsweise 0,1 mm bis 3 mm angeordnet 
sind. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
20 che, dadurch gekennzeichnet, daJB der Behalter ein 

Kolben, ein Reagenzglas oder eine Kavitat einer 
Mikrotiterplatte oder einer anderen mit Kavitaten 
versehenen Platte ist. 



12. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi das Rtihrorgan 
magnetisch positioniert und/oder antreibbar ist. 

13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
5 che, dadurch gekennzeichnet, dafi das Rtihrorgan 

gelagert oder ungelagert ist. 

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi das Rtihrorgan 
tiber eine Welle gelagert und gegebenenf alls tiber 

10 die Welle antreibbar ist. 

15. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Welle und der bzw. 
die Stromungsbrecher einsttickig ausgebildet sind. 

16. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 6 bis 9, 13 
15 und 14, dadurch gekennzeichnet, dafi die Welle und 

der bzw. die Str5mungsbrecher in den Behalter 
einsteckbar ist bzw. sind. 

17. Rtihrorgan mit einem Grundkorper, der im Betrieb 
eine Oberseite und eine Unterseite aufweist 

20 dadurch gekennzeichnet, dafi 

in dem Grundkorper mindestens ein erster Durch- 
gangskanal angeordnet ist, dessen erste Offnung 
sich an der Unterseite des Grundkorpers und des- 
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sen zweite Offnung sich an der Oberseite oder 
seitlich am Grundkorper befindet. 

18. Rtihrorgan nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daJi in dem Grundkorper als 
5 erster Durchgangskanal mindestens eine erste Boh- 

rung angeordnet ist, der en Durchgangsachse mit 
der Drehachse des Rtlhrorgans einen zur Oberseite 
des Rtihrorgans sich offnenden Winkel a mit 0° <> a 
< 90° einschliefit. 

10 -19. Rtihrorgan nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi. in dem 
Grundkorper mindestens ein weiterer zweiter 
Durchgangskanal angeordnet ist, dessen erste Off- 
nung sich an der Oberseite des Grundkorpers und 

15 ' dessen zweite Of fnung sich an der Unterseite oder 

seitlich am Grundkorper befindet. 

20. Rtihrorgan nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi in dem Grundkorper als 
zweiter Durchgangskanal mindestens eine zweite 
20 Bohrung angeordnet ist, deren Durchgangsachse mit 

der Drehachse des Rtihrorgans einen zur Unterseite 
des Rtihrorgans sich offnenden Winkel a mit 0° ^ a 
< 90° einschliefit. 
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21. Rtihrorgan nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi der erste 
und der zweite Durchgangskanal auf einandertref f en 
und einen gemeinsamen Durchgangskanal bildend 

5 seitlich aus dem Rtihrorgan austreten. 

22. Rtihrorgan nach einem der Ansprtiche 17 bis 21, da- 
• durch gekennzeichnet, dafi zwei Oder mehrere erste 

und/oder zweite Durchgangskanal e langs des Um- 
fangs des Rtihr organs gleichmafiig beabstandet zu- 
10 einander aiigeordnet sind. 

23. Rtihrorgan nach einem der Ansprtiche 17 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dafi der Grundk5rper im 
Querschnitt senkrecht zur Drehachse kreiszylin- 
drisch,- elliptisch, vieleckig, viereckig oder 

15 rechteckig ist. 

24. Rtihrorgan nach einem der Ansprtiche 17 bis 23, da- 
durch gekennzeichnet, dafi der Grundkorper oval, 
eifSrmig oder quaderformig ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 1 bis 16, 
20 dadurch gekennzeichnet, dafi das Rtihrorgan nach 

einem der Ansprtiche 16 bis 23 ausgebildet ist. 

26. Anordnung zur parallelen, automatisierten Kulti- 
vierung von Zellen in Fltissigkeitssaulen im Mil- 
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lilitermalistab 
gekennzeichnet durch 

mindestens eine Vorrichtung oder RUhrorgan nach 
einem der vorhergehenden Anspriiche. 

5 27 . Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, ge- 
kennzeichnet durch einen Block, in dem eine der 
Anzahl der Behalter entsprechende Anzahl Kavita- 
ten angeordnet sind, welche selbst Behalter dar- 
stellen oder zur Aufnahme von Behaitern ausgebil- 
10 det sind. 

28. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die Kavitaten als Boh- 
rungen mit einem Durchmesser entsprechend dem Au- 
fiendurchmesser der Behalter ausgebildet sind. 

15 29. Anordnung nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl in dem 
Block Mittel zum Temperieren des Blocks, Mittel 
zum Antreiben der Magnetriihrorgane und/oder eine 
Sterilgaszufuhr zu den Behaitern angeordnet sind. 

20 30. Anordnung nach einem der Anspriiche 25 bis 28, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die Behalter, die An- 
ordnung und/oder der Block auf ihrer .bzw. seiner 
Oberseite mitteis einer Abdeckung steril ver- 
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schlossen ist. 

31 . Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Abdeckung eine Off- 
nung zur Freisetzung von Gasen und als Zugang zum 

5 Innenraum des Behalters oder Blocks aufweist, die 

sich geradlinig und langlich von dem Innenraum 
zur Aufienseite der Abdeckung erstreckt und diese 
fUr Gaskonvektion of fen miteinander verbindet. 

32. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
10 durch gekennzeichnet, dafi im Innenraum ein hohe- 

rer Gasdruck als auf der Aufienseite der Abdeckung 
vorliegt. 

33. Anordnung nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Off- 

15 nung die Form einer Bohrung oder eines Rohrchens 

aufweist . 

34. Anordnung nach einem der drei vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Sffnung 
eine lichte Weite aufweist, die das Einfuhren ei- 

20 nes Beprobungsorgans oder eines Sensors, einer 

Pipettenspitze, einer Anstechkanule, einer pH- 
Elektrode oder eines anderen Gegenstandes bzw. 
langlichen Gegenstandes in den Innenraum des Be- 
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halters Oder Blocks ermSglicht. 

35. Anordnung nach einem der Ansprtiche 31 bis 34, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Offnung ein Rohr- 
chen aus Metall oder Metalllegierungen, vorteil- 

5 hafterweise aus Aluminium und/oder Silber ist. 

36. Anordnung nach einem der Anspriiche 31 bis 35, ge- 
kennzeichnet durch Behaltertrennelemente, die in 
auf die Behalter bzw. den Block aufgesetztem Zu- 
stand einzelne Behalter voneinander gasdicht 

10 und/oder f ltissigkeitsdicht abtrennt. 

37. Anordnung nach einem der Anspruche 31 bis 36, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Abdeckung eine ste- 
rile Gaszufuhr zu dem oder zu mehreren Behaltern, 
ftir alle Behalter gemeinsam oder fur mehrere oder 

15 jeden der Behalter einzeln aufweist. 

38. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die sterile Gaszufuhr 
in die Abdeckung integrierte oder der Abdeckung 
benachbart angeordnete Gasverteilerstrukturen 

20 aufweist. 

39. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi in der Abdeckung Kanale 
als Gasverteilerstrukturen angeordnet sind. 
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40. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Kanale zwischen dem 
Gaseinlafi in die Gasverteilerstruktur und den 
Gasauslassen in die jeweiligen Behaiter samtlich 

5 eine gleiche Lange und/oder dieselbe Anzahl Knik- 

ke aufweisen. 

41. Anordnung nach einem der Ansprttche 36 bis 40/ da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Gaszufuhr mit einer 
Gaseinspeisung, gegebenenf alls tiber Sterilfilter 

10 und/oder Luftbef euchter verbunden ist. 

42. Anordnung nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Abdeckung 
mindestens eine fiachige Schicht bzw. ebene Plat- 
te aufweist, die die Offnung des mindestens einen 

15 Behalters abdeckt. 

43. Anordnung nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi sie mindestens zwei 
parallel zueinander angeordnete fiachige Schich- 
ten aufweist, zwischen denen die Gasverteiler- 

20 strukturen angeordnet sind. 

44. Verfahren zur Kultivierung von Zellen in Flussig- 
keitssaulen im Milliliter-Mafistab, wobei minde- 
stens eine Zellsuspension in einem Behaiter der- 
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art bewegt wird, daB die Zellsuspension eine 
Ringstromung ausbildet 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Stromungsgeschwindigkeit der Ringstromung 
sich langs einer StrSmungslinie artlich und/oder 
zeitlich andert. 
45. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Behalter und/oder 
das Ruhrorgan derart ausgebildet sind, eine von 
der Suspensionsoberflache zum Boden des Behalters 
gerichtete Forderung der Kultur suspension er- 
folgt . 

46. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 

Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die minde- 
stens eine Zellsuspension in einer Vorrichtung 
Oder Anordnung nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche unter Ruhren mit einem Rtlhrorgan kulti- 
viert wird. 

47. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Ruhrorgan mit 1 bi£ 
4000 Umdrehungen pro Minute angetrieben wird. 

48. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
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Ruhrorgan mit tiber 500 Umdrehungen pro Minute an- 
getrieben wird. 
49. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeich.net, dafi das Ruhrorgan mit tiber 
1000 Umdrehungen pro Minute angetrieben wird. 
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